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U Mlntofre d*> Affairs* Economkjue* 

la hi du 24 ma! 1854 stir Its brevets ^invention : 
Vu la Convention tVnion pour la Protection de la Proprifti Industriette; 
Vu le prods-verbal dress* le 10 noveafcre 1971 3 H fc 55 

au Service de la Propriete iadustriellej 

ARRETE: 

Article 1. - // est dtlivrt d la Ste dite : 5EHEIHG AB, 
SoldattorpavSgen 5, S - 216 13 Malao, (Suede), 

repr. par Bugaion S.A. a Bruxellee, 



a . 8 

«m brevet de perfectionnement pour: Deeaaino-asparagine - D - Arganme 
vasopressin antidiuretic, et precede pour sa preparation, 
(Inv. : Jan Mulder et Lara CarlBSon), 



toevete en sa favour le 24 mai 1977 sous le n- 854-968; 
perfectionneaent qu-elle declare avoir fait 1'objet d'une deaande de 
toevet deposee on Su&de le 12 noveabre 1976, n* 7612667-1. 
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Art** 2. - Ce breve, f^^ToTd^^tZ^t 

de sa demand* de brevet. 1077 

PAR DONATION SPtClALE: 



1 BEST AVAILABLE COPY 



UDircctcnr 



A. SCHURMANS 
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Memoir. de.cripUf depoee k i-appui d. la demande da brevet d, perfects 
nement pour : 

DESAMINO - ASP AR AGINE* - D - ARGININE 8 - VASOPRESSIN ANT!- 
D.URET.QUE. ET PROCEDE POUR SA PREPARATION 

formee par, la society dite : 
FERRING AB, SoldattorpsvJtgen 5 
S - 216 13 MALMD (Suede) 

Brevet principal : n" 854.968 du 24 mai 1977 
p rio ri^ : 12 novembre 1976, Suede n' 7612667-1 

Inventeurs : Monsieur Jan 

Monsieur Lars CARL55UIN 
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W„ .oat ««,t. d'effet. aecondaire. et act de 1. f.x«l. « 

rale I enoncee ci-apres J 

r (I) 

MeW-P^-A- B -C;8.Pro-l)-Arg-Gl y .M 2 

1254567 8 9 

Vm ..t un residu 2-mercaptopropionyle (-S-CH 2 CH 2 C0-), 

dens l»o..Ue * •* 8 ' . , „,„ „ t a . ns leq.elle 

(ian), * »•««* «• la 010 *° e Si 1 "* ' 

la UwUiM oecnpe la position 8. a4 „. B d 

i. dnree de 1'activit. entidinretHne de la Taeopre. in. 
a. la ^e.ae de la d.co.po.itio. enz^ti,.. du peptide intact U. 

de ,tr«oture dn peptide ,«i rednieent la ,ite,.e de «- 

hwtont Meirablea, en particular ei l'effet th-apan q 

core et Prolog. Xe re.pl— par le Hep " >™ ~ * ^ . 
wiM en position 1 et le re.pl.oe.ent 

. . _ q AtaiB iiarKinine-TOSopressine ont domie la aeaami 

**" 8 ^ "1 s011s Laore^ation PMVP, ,«i «t » analo*.. de la 
TasopreeBine, connue eoua ^ ^ ^ qu , un ei- 

T e.opree M ne et ,»r a nn „ 900 leir. et de 

fet forte.ent rld.it «r lea nu.clee lissee cn ey 

r r.o.«::; de ^ ^ r r r — r 

la ' ^preaaln. oonnn. ont .ne aotirit. uterotenie^e trop P*.eant. 
la ™° feme , OTCelnte . Ban8 ria^.r d, proper 

1 art ^dical, d-obtenir, po«r le. f.«. .nceinte. aonffrent d. dia- 
.r^d.: an ..dloa-nt pre.entnnt ... .etivit. proton!,.. 
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un emploi de medicaments constant, c'cst-^d^l^ JajHe^int, 
le paLnt risque de presenter, apres ~ periWde fealtement une 
accoutumance au medicament ou une hypersensibilite a celui-oi. Pour 
oouvoir poursuivre le traitement de la maladie, il faut, dans ce caa, 
utiliser un autre medicament, correspondent, qui n'ait pas pour effet 
de nrovoquer chez le patient !• accoutumance ou 1'allergie precise. 
On n'a toutefois pas, 3 usqu.ici, dispose de tela medicaments pouvant 
remplacer la vasopressin et la BMVP. C'est pourquoi la pre sente in- 
vention vise a combler ce aanque, en procurant un derive nouveau de 
l8 vasopressin* qui ait un effet antidiuretique du meme ordre de gran- 
deur que lea preparation, de type connu et qui presente une actxvxte 
uterotonique considerablement plus faible et, par consequent, un rap- 
port nettement meilleur antidiurese / activite uterotonique. Pour etre 
pl us precis, on peut dir. que 1'activite uterotonique de la prepara- 
tion Leant Lob^et de Invention est inferieure a la dixieme puis 
sance a cell, des preparations de type connu, ce qui donne un rapport 
antidiurese / activite uterotonique qui est superieur a la dixieme 
puissance, fait qui doit etre consider* comme exceptionnel. Les com- 
ooses faisant 1'objet de la presents invention peuvent done Stre pres- 
ets aux fenmes qui souffrenx de diabete insipide et qui desxrent 
^ enceintes, et ils peuvent etre prescrits a ces femmes pendant 
ioute la duree de la portee, ce qui ouvre a ce groupe de femmes des 
horizons tout a fait nouveaux. ^ 

Le brevet principal beige »• 854-968 concerne le derxve de la 
vasopressins de la formule (l) dans laquelle A est de V Asn et B, de 
1-Asn. independent de ce qui est connu par le brevet principal pre- 
oite, on a maintenant trouve que 1-on pouvait utiliser d'autres deri- 
ves de la vasopressins et, de fa S on plus precise, le perfectionnement 
qu .apporte la presente invention concerne les derives de la vasopres- 
8i ne de la formule (l) dans laquelle A est de 1'Asn et B, de la Gin 
ou dans laquelle A est de la Gin et B, de la Gin. 

Selon ^invention, le derive de desamino-B-arginine -vasopres- 
sine a effet antidiuretique est un deriv* de la formule 

top-Tyr-Phe-A-B-Cys-Pro-B-Arg-Gly-HH 2 W 
12 3 4 5 6 7 8 9 

dans laquelle ICep eat du 2-mercaptopropionyle et dans laquelle A et B 
80 nt de la glutamine (Gin) ou de l-aeparagine (Asn), A n'etant de la 
Gin que si B est de la Gin. 
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«xiT< d. la ~»pr...i*. prodai.aat ^to.U««t. d. ^ <-"">• 
u K>1, 1« .4o.tt.no. Mino-wild" 

1 2 5 45 « 7 »9 

^^.u. . .. i ...» «»«*« . » ^ • « ^i?" 

ntilisj , , M „ f0 „. d. lite.. »— *• d '" ld " inM f- 

JLl.tr... d. «U«^ .t d-addittr. da coition, d-ad™ 

a. sab.Uno.s d-««*. «UX-t.. • t °- t r! < 

U pro*. tion d. tmm. d.. W Uctl« pout ad*ni.tration par.at.r.1., 

:;n — *~— » -vr^ nr..* 

«tr. . M . BPl .. d-aotdo. ino^O,.. P—t al.ai.tr. . ill. . - 
a 8 ut oitor 1-aoide chlorals at pho.p»orx,a., ... • 

d.««»l.» d'aoid.. orsaai,.^ poa^t ainai ttr. .till"., »» P«°t 

Llo^a. *tili3er daa conpoaso k fanoUo. acid., ..!.,» 1 — 
ol, prodoi.. — — ■ *- 1 

M *Jll,a oo oait... X. tala. la .... * 7fTJ"£ 

*«Lt 1.. *>uveaax a.t Lax torn. • 1* . .t 

™» lB . Cot . poax «. 1. P»*. d. 

iacila, doo.r .t i. X«~-» P" ^ 

_ im .„t 11 P.. nec.ssaire da rooonrir m .eriwa.. 

P«r oott..Ottant, il » ««t ja. . 

...djaoiatratio.. intraTato«i.a, c oai .oral, alw «ag 

oa pxdp«. X.. P.ptid.. iai-t " - 

«.«iliJ., _ MO- d. d4p«t. . -id. d. ****** P«tW 

(a) 

X-S-<».(Bal)-r*o-l>-tr«00-<!lJ-»a2 (K ' 

Z*». ^it^x). i. am* d" Pxot..tioa x .« •* x. ^at*.pu«. 
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X-Aan-ONp ^ 

formula dan. labile A est identique i ce qui a tfti indique plu 8 haut 
et OHp e.t un groupe p-nitrophenylester, pour donner l'hexapeptide pro- 
tege (IV) 

X-A-B-Cj=(Bzl)-Prc-D-Arg(Y)-Gly-OT 2 (* v ) • 

La groupe de protection X du peptide (IT) eat retire" et l'hexa- 
peptide eat couple au tripeptide hydrazide (v) 

Uep(Bal)-!?yr-Phe-HHHH 2 v ' 

par le precede de couplage dee azidea pour donner l'aaide de nonapepti- 
de protege (VI) 

Hep(Bzl)-Tyr-Phe-A-B-Cys(Bzl)-Pro-D-Arg(Y)-Cly-M 2 (Vl) . 

Le traitement de 1' amide de nonapeptide protege au moyen d'un 
-etal alcalin dans de 1' ammoniac liquids eepare lee groupea de protec- 
tion et donna 1' amide de nonapeptide reduit (VII) 

Mep(SH)-\Pyr-Pne-A-B-Cy3(SH)-Pro-D-Arg-Gly-NH 2 ( VI1 ) 
1 2 3 456 7 89 

qui est oayde dans une solution aqueuse contenant du ferricyanure de 
potassium a ua pH de 6,5 - 7,0 pour donner le peptide cycliqua, a ac- 
tion biologique, de la formule generale (i). 

Le reoplaoeaent des amino-acidee de la vasopreasine en position 
4 et en position 5 comae il est indique" plus haut, combine au remplace- 
aent du coaposant de eyetelne en poaition 1 par le Hep et de la L-argi- 
nine en position 6 par la D-arginine, donna les peptidea (i), qui, ou- 
tre una bonne aptitude 4 la resorption intranasals, ont sussi una acti- 
ve antidiuretique aoorue, une actiritl fortement reduite d'eleratien de 
la pression sanguine, un bon effet prolong* et une acti^ite - uterotoalque 
fortement ridulte, comparativement a la Tasopressine (roir tableau I). 
Outre l'argiiiine-Tasopressine, en tant que substaaoe de reference, le 
tableau I csatteat auaal la B2*7P, aiasl fa«ua* analogue 
eonnue dans la litterature de l'art (Cheadcal Abatraeta * 80, 347 ▼ 
(1974))« Comma la courbe pour la doae logarithaique rapportie a la x*- 
actioa pour la peptide antidiuritique de atruoture generale (l) i*«t 
paa lineaire, il eat difficile d'exprimex une acti*it4 conrentioamelle 
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en unite./ng pour lea analogues de B-axglnine^.JH^aJi^t fr-la 

S e P ressine. I« eonsequent, lee pleura, dans'le tableau'I, 

mees en ehiffree d'acti^ite relative, lea donneea pour la PDA7P, en taut 

que compose" de comparison, start arbitrairement posees de 1,00. 



TABLEAU" I 




Peptide 



Activite" 



Anti- Proiongement Predion Wax- Antidiurese ^idlurjae 

sanguine tonique Pression Ut«rotonique 



diurese 



sanguine 



DXAVP 
(eonnu) 


1,00 


++ 


1,00 


1,00 


1,00 


1,00 


4-Val- 

DMVP 

(eonnu) 


1,44 


++ 


<o,i5 


0,9 


>9,60 


1,6 


4-Asn- 

D3A7P 
(brovat 
p:rinc.) 


1,26 


++ 


0,9 


0,09 


1,4 


14,0 


5-Sln- 
DDAVP 


0,45 


++ 


0,18 


<0,02 


2,5 


>23 


4-Asn-5- 
Gln-DSAVP 


0,40 


++ 


<0,30 


<0,02 


>1,5 


>20 


Axg—vaso- 

pressine 

(eonnu) 


0,10 




1450 


1,0 


0,00006 


0,1 



II ressort du tableau I que les composes faisant l'objet de l»in- 
▼ention, de mtme que la 4-Aan-MUVP, rsrelent de bonnes Taleurs pour l'an- 
tidiureae, le proiongement d'activite et la pression sanguine, eoaparati- 
▼sment anx coaposee connue. Be pins, ila rerelent des Taleurs eoneidera- 
blement amelibreee pour l'aotirite uterotonique et des Taleurs superieu- 
res pour la relation antidiuress / acti-rite" uterotonique. 11 e'ensuit 
que l'on obtient en mama temps uno bonne Taleur pour 1' antidiurese, un 
effet mineur d'angmantation de la pression sanguine, un bon proiongement 
d'aoti-rtt< at ana activite uterotoniqna sztrJaement f aisle, oe qui est 
extrtmamsat interasaant pour lea femaea f£oondees souffrant de diabeta 



insipids. 

Las dari-rea da la desamino-3)-arginine 8 -vasopreseine pauTent »tro 
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fabriques sous forae de ^<pai«tio tt tb<r»peu^» «.B»l4tio<.«^w»e 
ou non aqueuaa contenant des sels organiquee ou inorganiquee, dee aci- 
des ou dee bases, pour administration orale, rectale ou eous-outenee. 

L'inrention eexa illustree par lee foraee de realisation deori- 
tee dans la suite de ce aeaoire, pour leaquellee lee points suiYants 
sent d'applioation, k aoins qu'il n'en soit autrenent specifieV 

On a, dana l'ejpose, utilia« lee abrogations suiYantes * 

TLC - chreaatographie en eouche since 

AAA » oOBpoeition du co»pos< aiaino-aoide 

Cb* - group* earboaybenzyl 

Toa - group* tosyl (groupe p-toluene-sulf onyl) . 

Les evaporations eont effectuees par aapiration d'eau et a 55* 

C, a aoina qu'il n'en soit autrenent specified Tone lee solTante ont 

quality de reactifs. On dtftemine le pH dee solutione non aqueuses an 

soyen de papier de tournesol souillS. 

On determine 1' angle optique de rotation an noyen du polariae- 

tre vendu ooue la denomination - Perkin-Blaer 141 Polarimeter 

Le chronategraane en eouche since est realise sur du " Merck 

2C-?ertig?latten Kiecelgol 60 ■ aeion le systfeme euiirant t 

A t butanol / aeisie acetique / oau 4/1/1 
B 1 butanol / pyridine / acide acetique / eau 15/10/5/6 
C 1 cyolobesane / acetate d»etbyle / nethaaol l/l/l 
3) » ehloroforae / arfthanol / acide acetique 10/2/l 
£ , chloroforse / a^thanol / acide antique /eau JO/20/4/6 
Les echantillons pour l'exaaen de la coapoaition dee conpoefs 

aaino-aoidee eont hydrolysis dans 6 M SCI dane dee tubes dane lesquele 

on a fait le Tide et que l»en a ecellee, a 110- C, pendant 24 aeuree. 
Lee coapositioBS aont obtenuee aveo une preeieion de - 1,2 

au aoyea de l'appareil rendu sous la denoaination ■ JS0L-5AH Autoaa- 

tio Amino Acid Analyser 

II eonrient de souligner que les ezeaples 5, 6, 11 et 12 ooaoer- 

nent en particulier la preparation de la substance de reference suiraat 

le breret principal. 

JxeajOel & 
Cbs-D-Ars(Toa )-Sly-0Et v *' 

On traite une solution a 0' C de Cbs-D-Arg(los) (JO? g, IflO 

le), de Gly-OBt.HCl (169 *, 1*21 «*•) •* 4 * 169 ■* (l » 21 " 0l * ) ** 
4taylaaiae, dana 1,81 litre de chloroforme, au aojen d'une solution ;*g 



t~~, ~ ! 10 mole) kbHti) V^ 01 " 8 ' 

et on laisse sojourner a la temp lw « au Eoye n de 

dicyclobe^lcarbamide eat separe par fllt ~ ti0 proiuita 
troi8 parties de ^ et on soumet ^ re8 L dans 
de late a evaporation a ^^^J^" parti es de 1 11- 
6 — ,^e- r , on e « ( ^ et de (2X) . 

tre de 0,25 » HC1 (61). de H 2 0 5 ft eva . 

La solution dWtate d<etbyle est e*ebe e 4) ^ 

poration (pompe a buile) , et on obtient 554 E W 
protege !• 

Tc<1 25 + 51° (c 3,0, acide acetique 95#) 
«- Jp 

aaa t jfcig, o,85; oiy. i' 00 

TLC . Ef C : 0,62, Hf D i 0,67 

Biemole 2 (2) 
Cbz-Pro-D-AxgCTosO-Sly-OEt 

i ( A25 <t. 0,77 mole) dans 
On dissout le dipeptide ester protege 1 (425 E 
, *• Ha HBr U78 *) dans de 1' acide acetique (2800 mi; en 
uae solute de ate (476 *) ^ Qn verae 

oouant, et on c ban < e la 0 a 5 P ^ ^ ^ „ 

la eolation chaude dans 18 ^ moyen de 

on recueille le P recipit4 blanc sur un f tre on ^ 
parties de 2 litres d'ether diethylxque («> . t 

- NaoH rr^; r^^-^^ - 

— - solution a la oesure ou .est 
reglant le P H a 7,5 au .cyan de trietbyl chlorofo rme et 
necessaire. On dilue * -™ " ^ ^ (u)| d , in ^ (10*), 
on la lave au moyen de parties de 1 1 2 chloroforB1 e 
de H 2 0 (IX), de In HC1 (2X) et de H 0 (5X La a 0 

est secbee (Ha 2 S0 4 ) et est soumise a 4 ^*~< P ^ M 8oli de 
aonner le tripeptide ester protege 2 sous la forme 4 une ma 
tannante. Le rendement est de 486 g (99*). 
foil 2 &25, 0* (o 1,80, acide acetique 95#) 
TLC « Bf C x 0,64? BT*! 0,74 
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CT>a-Pro-D-Axg(To8)-Gly-HH 2 

On fait barker de 1— ac redistill dans une solution to 
tripepUde ester protege 2 (210 g, 0,328 mole) dans 6,9 litre- de m - 
Sol, pendant 7 h. a la temperature amhiante. On separe par e^p - 
tion JaLniao et le Methanol, et on diseout Lhuile dane 40 ^ 

! \ On a1 oute de l'acetate d'ethyle (2500 ml) pour preoipiter 

chloroforme. On a 3 oute 4i4thyli . 
une huile, que 1'on triture avec 3 parties un lit 
que en grattant. la matiere solide est recuexllie. sur un filtre et 
, i co <• fawtf de l'amide de tripeptide protege 2- 

s^ohee pour donner 168 g {9>W ae i 

[o<]* 5 -22,6« (c 1,09, aoide acetique 95#) 
AAA . Pro, 1,03; Arg, 0,82? Gly, 1,00 
TLC t Rf C « 0,371 Bf D » 

Exemple 4 (4) 
Cbz-CyB(B a l)-Pro-D-Arg(Tos)-Gi y -NH 2 

On traite une W de I'aaide de tripeptide protege 2 (l68 g, 

0>27 3 -1.) dans 453 .1 d'acide ac.ti.ue au *o y en d-une eolution 

4 (.40 g) dans de Lacide antique (TOO .1 pen a * ^ * 

parature aabiante, et on la verse ensuxte dans 9 litre, e 

rr= ::irr:. . — r >* rr - - - 

B Il -0»P (128 g, 0,27 .Ole). J— ' " 

(IX) et tte 2 V / - 1onte 1500 ml dither diethylique pour pre- 

concentrSe a 500 ml, et on ajoute l^uu mx d i^ t her 
cipi ter une huile, que l'« triture aveo 2 parties d«un litre d ether 

^ -^re solide est reoueillie sur un filtre et s h 
^1 Lamide de tetrapeptide protege 4, Le rendeaent est de 194 



g ^88?*;. 



g^J 25 -15,9- (c 0,91, dimethylformamide) 
AAA*. Cye(Bzl), 0,81, Pro, 1,02, Arg, 0,79, Oly, 1,00 
TLC t Ef C * 0,48, Rf^* 0,56 
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s. 5 -..-'.--: •••••• (5) 

Cbz-Asii-Cys(Bzl)-Pro-D-Xrg(Tos)-Gly-M 2 

On traite une boue de 1'amide de tStrapeptide protege ± (190 g, 
0,235 «ole) dans 540 ml d'aeide acetique au moyen d'une solution de 
HBr (380 g) dans de 1'acide acetique (1450 D. Pendant 1 h 25, et on 
la verse dans 9 litres d'ether diet.yli.ne en agitant. On recue e le 
precipite blano sur un f litre, on le lave au moyen de 7 litres d« ther 
diethyls, on le seche pendant 5 * soue vide sur du KaOH et on le 
di.lt dans 4,5 litres de methanol. On a, cute une boue d< ; res ne chan- 
geuse d-ione (»IBA-410«, OH", couche de 800 ml) dans du 
Lite le melange pendant 10 min, la resine etant eeparee par fil ra ion 
et etant lavee au moyen de methanol. Le filtrat et les produite de la- 
vage combines sent soumis a evaporation pour donner une huile, que on 
dissout dans 800 ml de dimethylformamide. On a 3 oute du Cbs-Asn-OHp 
til g! 0,259 *ole), on regie le pE a 7,5 au moyen de triethylamme et 
on laiase stumer la solution a la temperature ambiante pendant 4 
jo urs. On concentre la solution a 100 ml (pompe a huilo e on d ue 
1-huile viequeuse obtenue au aoyen de 150 ml de methanol ohaud. L ami- 
de de pentapeptide protege est precipite par addition de 1 litre d ace- 
tate d-ethyle. est recueilli sur un filtre et est lave au moyen de 2 
UtreU'une solution d'acetate d-ethyle et de methanol U/D, - 
aoy en de 5 00 ml d-acetate d-ethyle. Le peptide seche I pese 160 g (72*). 

25 -18,9° (c 1,10, dimethylformamide) 
AAA ! Asp, 0,91; Cys(Bzl), 0,72, Pro, 0, 9 8, Arg, 0,80, Gly, 1,00 
TLC * Ef*« 0,50, Bf c : 0,19, R^' °i l6 

Exemnle 6 /g) 
0bz-Asn-Asn-Cys(B Z l)-Pro-r-Arg(Tos)-Gly-HH2 

On dissout I- amide de pentapeptide protege 1 (923 mg, 1 mmole) dans 
10 ml de 2,5 n HBr dans de 1'acide acetique. Apres maintien pendant 1 h2 5 
a la temperature ambiante, le sel d'hydrobromure est precipit au moyen 
d'ether diethylique, est separe par filtration, est lave sur le filtre 
au moyen de plusieurs parties d-ether diethylique et est s one sous vide 
sur du NaOH. Le precipite' est dissous dans 8 ml de dimethylformamide et 
refroidi a O o 0, et on a 3 oute du Cbs-Asn-OHp (490 mg 1,2 mmole) et de 
la triethylamine (0, 5 8 ml). Le melange ayant sejoume pendant 24 h 
temperature ambiante, on soumet le dimethylformamide a evaporation (pom- 



pe a tail.), on dissent U residu an »oye» d^ttt^..*^ 

solide obtenue eat separee par filtration et laves an moyen de pin- 

eienra parties d'ethanol. On seche 1. precipite a«r dn P 2 0 5 et on ob- 

tient 859 « de 1,anide d'hexapeptide 6. 

Point de fusion » 185 - 187* C 

(o(] 25.18,0 (c 1,0, dimethylformamide) 

TLC * Rf** 0,43$ Hp. 0,11* Hf E » 0,78 

Bxemple 7 ^ 
Cbz-Tyr(Bzl)-Phe-0Me 

On laisse sojourner pendant 19 heurea a la temperature ambian- 
te un melange de Cb Z -Tyr(B Z l)-ONp ( 5 2,6 g, 0,10 mole), de HCl'Phe-OMe 
(B 6 g, 0,11 mole) et de triethylamine (15,3 ml, 0,11 mole) dans 170 
ia de dimethylformamide. On aj oute de 1'ethanol (600 ml) a la solution, 
et la matiere oriatalline qui s'est formee aprea 2 h 5 k 4' C eat re- 
cueillie aur un filtre et eat iavee au moyen d.ethanol (4 x WO ml) 
et d-ether diethylique (2 x 200 ml). Le dipeptide eater protege 1 p»- 
se 51,8 g (91'/») a?res sechage. 
Point de fusion : 179 - 181° C 
£cfl* 5 -18 t 7' ( c lj0 5, dimethylformamide) 
TLC t Rf C » 0,84} Hf D * 0,90 

Exemnle 8 ^ 
HC1 .Tyr-Phe-OMe 

On hydrogene a la preasion atmospherique, pendant 2 4 heurea, a 
la temperature amhiante, une suspension de Ch 2 -Tyr(Bzl)-Phe-OMe (20,4 g, 
0 036 mole) et de 1 g de Pd dana 400 ml de methanol oontenant 7,2 ml 
5 n HC1 (0,036 mole), on a 3 oute 1 g supplemental de Pd et on pour- 
suit Lhydrogenation pendant 10 heurea. On separe le palladium par fil- 
tration et on le lave au moyen de methanol, snr le filtre. On soumet a 
evaporation le filtrat de methanol et les produita de lavage combines 
et on dilue 1'huile obtenue au moyen d'ether diethylique, puis on laia- 
se sojourner une nuit a 4« 0. On recneille le sel d'hydrochlorure orxs- 
tallin 8 sur un filtre, on le lave au moyen d'ether diethylique et on 
le sfeche pour obtenir 13 >1 S (9756). 

Point de fusion » 

[0$ 25 + 2,8° (o 1,0, dimethylformamide) 

TLC : Hf C i 0,541 Bf D : 0,32 



- 12 - 



•••♦•"5 -S "s 

tfou t I t 



Mep(B*i )-Tyr-Phe-OMe 

On laiaae se>urner pendant 2 Joura a la temperature anbiante 
una aolution iO'Cdt HCl'Tyr-Pbe-OMe (5,0 g t 13,2 ancle* , de Mep(Bal)- 
03p (4,6 S, 13,2 «t de trWthylaaine (l,85 al, 13,2 »»ol«d dan« 

40 al da diaethylformaalde. Le *diaethylforaamide eat alinine" aoua Tide 
et on dissout la residu dana 100 nl de cblorofome. On lare la aolntion 
da chlorofome an aoyen de partiea de 25 «1 de In HHj (5X), de In HC1 
(IX) et de HjjO (2X), on aech. (Ha^) et on aouaet a Evaporation pour 
obtenir 6,2 g (905*) de 
Point de fusion * 135 - 136' C 
ILC » lf A » 0,92} Bf C » 0,81; Bf 5 , 0,60 

Bonnie 10 

iiop( Bal )-Tyr-Phe-NHNH 2 * x J 

On laisoe sejouraer pendant 24 heures a la temperature ambiante 
ana solution de Hep(2zl)-Tyr-Fbo-0Me (3,0 g, 5,8 maoles) at de NH 2 HH 2 . 
3.0 (1,5 al, 30 ancles) dans un melange de 50 al de methanol et de 20 
al de disrfthylformamide. On rocuailla 1'hydraside criatallin 10 aur 
ua nitre, on le lave au aoyon da 6 partiea de aethanol et on seche 
aoua Tide our du H 2 S0 4 pour obtonir 2,1 g (7©^) da 10. 
Point do fusion * 246 • C 
[0^^-19,9* (o 1,0, diaathylforaamida) 

Sxaaule 11 

iiep(B*l)-Tyr-Pbe-Asa-*an-Cyo(B»l)-P«>-I>-*rg(Toa)-Gly-»H 2 (11) 

On diaaout l»aaide d'hexapeptide protend 6 (518 ag, 0,5 aaols) 
dana 10 al 2,5 M HBr dana de I'aeide eeetique. Apraa 1 h 5, le eel 
d'nydxobronure eat prdoipit* au moyen d«dther diithylique, aat recueil- 
li sur un filtra at eat lava aur la filtre au aoyen da pluaieura par- 
ties d'dther diethylique, puis sat secbe soua Tide aur du HSOH. On dis- 
sout is ssl dsns 5 al ds diadthylforsaaide, on snsifie la aolntion an 
pH 8,0 an aoysn ds tridthylaaine st on la xafxoidit a - 15* C. Cstts 
solution est Routes * una solution a - 15* C ds l'asids prdpard in 
aitn 4 psrtix ds l'hydranide 10 (0,55 mole, 286 mg) vno du nitrite 
dUsswle. I* da rdsction est sgite a - 15' C pesdsnt 2 n, la 

pH est xigl* a. 8,0 an noyau da tridthylaaine at Is aelange da rdaotion 
eat aaiatsnu a 4* C pendant 24 *. On oonosntrs la aolution Mai sous 
Tids, on is dilus au aoyen de 15 al d'ethanol at, la separation a'etant 

J 
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prodni te a 4' C pendant une unit, leprecipitt 4«t>ftoJe$lU.&4 ua fil- 

tre, lave au aoyen de pluaieura parties d'ethanol at secbe, pour donner 

550 ag (7950 de 1' amide da nonapeptida prot4g< 11 . 

Poiat da fuaion 1 203 - 205" C 

t°Q J 5 " 26 *?' (° °»5» * oide aoStique) 

TLC * Hf*« 0,53l **** 0,74 

Bxerole 12 

(Aan^-deaamino-B-ArgS-vasopressine (4-Asn-DDAVP) (12) 

Om traita da facon interaittente, an moyen de sodium (aspira 
dans une pipetta a canal fin), une solution de l'amide de nonapeptida 
11 (250 ag, 0.18C mmole) dana 200 ml de HHj a -40" C, Jusqu'a oe qu'une 
coulear bleua subsists dans la solution lors du retrait dn sodium. La 
eoulaur bleue paraanenta est eliminoe aprea 2 ain par addition da 190 
ag da chlorure d'aamoniua. On separe 1 'ammoniac par evaporation dana 
un faible courant d'azote. On extrait le residu au moyen de deux par- 
ties de 20 ml d'acetate d'ethyle, on le dissout dans 300 ml de H 2 0 et 
oa ragle le pH de la solution a 6,8 au moyen d'acide acetique. On ef- 
footue l'oxydation au pH 6,8 par addition de 3,6 ml 0,1 H KjPe(CH) 6 . 
Apraa agitation pendant 10 sain, on ajoute une oouohe de 50 ml de resi- 
ms oehangeuse d«ions IE& 400 (Ac*) a la solution Jaune, on agite la 
suspension pendant 30 ain at on separe la reeine par filtration. On 
lave la resine echaageuse d'ions au aoyen de plusieurs parties d»aau, 
ot le filtrat et las produits de lavage combines sont aoidifi4a au 
pB 3,9 at lyophilisea. 

On dissout 200 ag du produit de lyopblliaation dana 10 al 
d'aoide acetique a 5<#, on 1'applique a une oolonne de 2,5 x U4.5 ea 
de Sephadex 0-15 qui a iti equilibr4 an aoyen d'acide acitique a 50*. 
La viteasa d»ecoulcnent eat de 100 ml/h. La pointe, oentr4a a 240 al, 
est recueillie, dilu4a au aoyen d'ean at lyophilieee pour donner 87 
ag da peptide desalif i4 12* 

Oa diaaout 86 ag da peptide desalifi« 12 daaa 10 ml 0,2 M 
d'acide acitiqae at on l'appliqae a ana ooloaaa da 2,5 * 112 ca da 
Sepnadex 0-15 qui a 4t< eqailibr* aa aoyen da 0,2 M acida acatiqae. 
La vitaaaa d'ecoalemeat eat da 100 ml/a. Lea fraction, oorreepondant 
a la poiata aaiqaa (oaatr4a a 510 ml, 3,90 V Q ) sont recaeillie. at ly- 
ophillaeea pour donner 43,5 mg de 12. 



d 
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&) ^*55»7 (o O»206B, aoide acttique 1» : *«.,. • .•. • 

AAA : lyr, l.OJ; Phe, 1,10} Asp, 2,12; Pro, 0,99? Arg, l,04i Gly, 1.00 

TLC » Bf*i 0,21; Sf 5 * 0,51? Hf*. 0,>S 

Tons l«s aymbolea aont conforaaa a ceux de la " IOPAC-ITJB 
Commission on Biochemical Hoaenolature Symbols for Amino-Acid JJeri- 
Tatirea and Peptides Becoaaendatione (J. Biol. Che., 2*2, 977 (1972))- 

^»«Pl» 13 

Ces-Gln-Cys(SB*l)-Pro-]>-Arg(Tos)-01y-KB2 K 15 J 

Ob trait, nne boue de 1« amide de t<trepeptide proteg* ± (4,0 g, 
4,95 ancles) dans 15 «1 d'acide acetique an «oyen d'une solution de 
SB* fcl#«) dans de l'aoide acetique (55 »l) peasant 1 h et on la Terse 
ensuito dans J00 nl d« ether diethylique en agitant. On reeaeille le 
precipite blanc anr nn filtre, on le lave an moyen de 200 ml d» ether 
diethylique, on le seche pendant 5 h sous ride sur dn HaOB et on le 
disaout dans 125 =1 de methanol. On ajoute nne boue de resins echangeu- 
3a d'ions ("IBA-420", OH", couche de 40 ml) dans du methanol et on agi- 
?• le flange pendant 10 min, la rasine etant aeparee par filtration et 
lavia an moyen de methanol. On soumet le filtrat et les produita de la- 
vaga conbineo a dvaporation pour obteair une huile, que l'on dissout 
dans 20 ml da dimethylforaamide. On ajoute^du Cbs-Oln-OHp (2,0 g, 4,95 
mmoles), on regie le p3 a 7,5 au moyen de triethylamine et on laisee 
se^ourner la solution a la temperature ambiante pendant 1 dour. On 
concentre la solution a 5 «1 (ponpe « tail.) at on dilu. l'nuile vie- 
queuse obtenue au moyen de 5 =1 de methanol. L'amide de pentapeptid. 
protege est precipite par addition de 50 nl d'ncetate d'.thyle, re- 
oueilli sur un filtre at lare au moyen de 50 «1 d»une solution Ae- 
tata d'ethyla .t de methanol (4/D. P«i- an moyen d. 100 ml d'acetate 
d«4thyle. Le peptide aeche 1J pese 2,94 8 (6j£)« 
60 J?* 20 * 2 * (° °»9 6o » dimitbylforaamida) 
TIC * Bf*« 0,60; »f C i 0,28; bA 0,27 

Cbz-Oln-Gln-Cys (B*l )-Pro-D-Arg(To e )-Gly-HH 2 v " 

On dissout l'amide da pentapeptide protige 1J (1,05 g, 1.12 
aaola) dans 14 ml 2,5 n BBr dans de l'acid. aodtique. Aprea naintien 
pendant 1 h a la temperature ambiante, le aal d'hydrobromure est pra- 
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eipit. au d'tthar difthyli,.., .»t .^-f^U*^^:-* 

iare »ur la filtr. au aoyen da plu*.ura p-«- dittbyli**. 
at ..t .echo aoue vid. aur du BaOH. L. prttipit. ..t di..ou. I» » 
* da di.tthylfo.~-id., art refroidi * 0- C, t on ajout. du Cba-Oln- 
OKp (0,51 S, 1,25 -*•> * *• 1» (1 «l). Le 

ayant eejourne pendant 2*hiU t.nperatur. anbiant., L ^^jfT 
.aaide est aounia a Evaporation (po» P . a hull.), 1. rttidu «t dilu. 
au aoy.» dUthanol at la aatiere .olid, obtenu. ..t AIM. at laW. 
aur 1. filtr. au aoyen da plueieur. parti., d'tthanol. U preoipit. 
.at aeebe aur du P 2 0 5 at on obti.nt 1,04 * (87*) d. 1'aaid. d«b.xa- 
peptide 14,. 

Point da fuaion t 155 - 1*0' C 

fof} J 5 -26,8» (e 0,537, dinethylforEamide) 

TLC 1 Bf** 0,45 J Bf^j 0,10 

Ex&sple 15 

M ep(S3»l)-ayr-P a o-01n-Gln-Cy8(SSzl)-P«)-l)-*r«(To8)-Cly-»E 2 

On diosout l'aadde d'hexapeptide proteg* 14 (400 eg, 0,38 
aaolo) dan 8 15 ml 2,3 n B3r dano de l'acide acdtique. Apr*. 1 h, 1. 
sol d'hydrobreauro .at prdoipita au tnoyen d'ether ditthylique, ..t 
rocuoilli sur un filtre, est lav* sur le filtre au noyen da pluaiaurs 
parties d'ether diethyl!** et eet »ach4 .ou. vid. aur du HaOH. On 
diaaout lo ..1 dana 5 * d. diattbylforaa-id., on baaifie la aolution 
au aoyen da triethylaaine (0,5 -D «t on la rafroidit a -10- C. C.tt. 
aolution aat ajoutaa a una solution a -15« C da 1'aaid. prepar< i par- 
tir da I'hydrezid. 10 (260 ag, 0,50 wmO») i* »«« avae du nitrif 
d«i.oa»yl.. On agit. la aolution d. reaotio. a -15' C pendant 2 a, on 
regl. 1. PH a 8,0 an aoyen da tritthylaain. .t on aainti.nt 1. ela- 
tion da reaction a 4' C pendant 24 h. L. diaetbylfc^aaid. a.t retir. 
( P o»p. a bail.) .t 1. rttida ..t trait, an «*y.n dUtbanol. I. MUn- 
ga ayant a. 4 ourne pendant an. anit a 4* C, on r.cu.ill. 1. precipit* 
aur an filtr., on 1. Lt. an a»y.n d. P ln.i.ur. parti., d'tthanol .t 
d«ttb.r ditthylitu. .t on 1. ..oh. pour obtenir 285 ■* (53*) da nana- 
peptide protege" 15.* 
Point d. fusion » 190 - 195* C 

2 5-32,8« (e 0,470, acid, ac.tiqu. 95>) 
TOC « Bf*» 0,51 » Bf 3 * 0,80} bA 0,93 

k 
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(Gln5)-d« 8 aaino-D-lr« 8 -VB8opre B sine V> ^xn 

On traits de ia S on interments une solution^ de iWe » 
( /,-_ o 123 mnole) dans 100 «1 de HHj a 

nonapeptide protege 1£ (175 1, 0.U5 > ^ ju8 _ 

HO- C an -oyen de sodiua (aspir ^ - * ^ 
qtt .a oe o.u'une oouleur oleue subsists dans 1 2 ^ par 

du sodium. La couleur bleue per»anente eat eli»in p 
addition d. 150 mg de chlorure d'ammonium. L'ammonium aat retir* 
addition 190 7... 0n extrait ie reaidu au moyen de deux pax- 
un faible courant d' azote. On exxraa 

ties d.acetate d'etre (de 20 ml), on le diasou dana 2 5 0 ^ 
et on regie le P H de la solution a 6,8 au moyen d'aoxde aoetique. 
et on r&gie xe p fi . addition de 2,5 *1 0,1 M 

L , 0 xydation est effectuee au pH 6,8 ar 
v if^CN^. Aprfes agitation pendant 10 Bin, on a 3 ou 

§ ! eo *. 5 o - ,o ««— — TT^kL 

«. t lon. On lave 1. reelne an W» ' _ „ ,,,, pole 

5& ;S, .« 0. proood. a l-el.tlo» le .... solvent a «n. Tit 
In ...»t de 100 nl/n. On r.on1Ue 1. polnte » 
„. ..at*, a » 1. - U dim. an d on v, *- d » 

Wophllle. poor oM.nl! 90 X. L. peptide " t 

nl 0,2 > d.aold. ace.l,.., on LapplHn. » nn. eoloan. t. M * 
105 ,0 on d. Sepnade, 0-15 1 a M .,»m- an d . ** 

U ao-nna. at on ^ "'^^ » * 

M 25 -59,9* (c 0,291, acide ac^tique 1#) 

^ . Tyr, L05, P.., 1,0., 01.. M>. *~ °'' 6 ' 

TLC * Rf 4 * 0,14, Hi 3 * 0,48| HfN 0,51 

(17) 

Exam ple 17 

Cbz-Asn-Gln-C y a(SBzl).Pro-D-Arg(Toa)-01y-HH 2 

On diasout Lamide de pentapeptide protege 1* 1,05 «. X,« 

^ole) dans i^HBr dans de 1'aoide aoeti.ua, Aprea 

mmole; oans X4™-**^ d thydrobronmre est pr5oipi- 

dant 1 n a la temperature amttante, le aeo. a ny 
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t« au W« d»<ther diithylique, est separe par filtration, eat lav* 
sur le filtre au moyen de plusieurs parties d' ether diethylique et est 
Beche ecus vide sur du HaOH. On dissout le precipe dans 12 1 de 41- 
methylforaaBide, on le refroidit a 0- C et on a 3 oute du Cbz-Asn-ONp 
(0,51 g, 1,25 a»ol«») •* de la triethylamine (l ml), le melange ayant 
aejourne pendant 24 h a la temperature ambiante, on soumet le dimethyl- 
formamide a evaporation (pompe a huile), on dilue le reaidu au moyen 
d'ethanol et la matiere solide ainsi obtenue eat separee par filtration 
et lavee sur le filtre au moyen de plusieurs parties d'ethanol. On se- 
ehe le precipite sur du P 2 0 5 et on obtient 0,87 B (745*) de l'amide 
d'hexapeptide 17 .» 
Point de fusion t 175 - 180° C 
C°Q b 5 " 24,9 ° ^° °' 694 ' dim ethylformamide) 
I1C » Rf^i 0,45? Rf D * 0,10 

Sxemole 18 . 
aep ( S B Z l)-Tyr-Phe-A 3 n-Gln-Cys(SB Z l)-Pro-D-Arg(T0B)-Gly-NH 2 (18) 

On disaout l'amide d'hexapeptide protege ]1 (400 mg, 0,38 mmole) 
dans 15 ml 2,5 n HBr dans de 1 'aside acetique. Aprfes 1 h, le sel d'hy- 
drobromure est precipite dans de 1' ether diethylique, est recueilli sur 
un filtre, est lave sur le filtre au moyen de plusieurs parties d'ether 
diethylique et est seche sous vide sur du NaOH. Le sel est dissous dans 
5 de dimethylformamide, la solution est basifiee au moyen de triethyl- 
amine (0,5 ml) et est refroidie a -10- C. Cette solution est ajoutee a 
une solution a -15' 0 de 1'azide prepare a partir de 1'hydraside 10 
(260 mg, 0,50 mmole) in situ avec du nitrite d'isoamyle. On agite la so- 
lution de reaction a -15* 0 pendant 2 b, on regie le pH a 8 au moyen de 
triethylamine et on maintient le melange de reaction a 4° C pendant 24 
h. le dimethylformamide est retire (pompe a huile) et le residu est trai- 
ts au moyen d'ethanol. Le melange ayant sejourne pendant une nuit a 4° C, 
on recueille le precipite sur un filtre, on le lave au moyen de plusieurs 
partieB d'ethanol et d'ether diethylique et on le seche pour obtenir 185 
mg (35#) du nonapeptide protege 18. 
Point de fusion i 210 - 215° C 
fa) * 5 -28,3° (c 0,530, dimethylformamide) 
TLC i Rf^t 0,53? Hf 2 * 0,80? E^j 0;91 
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Example 19 „ ' . , . 

(A Bn 4_ G ln5)-d<8 a ndno-3)-irg 8 -va 8 opr8Ssine ( 4 -A8n-5-Gl»-3>MW) (19) 

On traite de facon intermittente une solution de 1' amide de no- 
napeptide protege 18 (100 mg, 0,071 mmole) dans 100 ml de ffiTj a -40' C 
au moyen de sodium (aspire dans une pipette a canal fin) Juequ'a oe 
qu'une coulenr bleue eubsiste dans la solution lore duretrait du sodium. 
La couleur bleue permanente est elimine'e apres 2 min par addition de 
140 mg de chlorure d' ammonium. L' ammonium est retir* au moyen d'un fai- 
ble courant d'azote. On extrait le residu au moyen de parties de 20 ml 
d'acetate d'ethyle, on le dissout dans 200 ml d'eau et on regie le pH 
de la solution a 6,8 au moyen d'acide acetique. L'oxydation est effec- 
tuee au pH 6,8 par addition de 1,5 ml 0,1 M K 3 Fe(CN) 6 . Apres agitation 
pendant 10 min, on ajoute une couohe de 50 ml-de resine echangeuse d-ions 
IRA-400 (Ac") a la solution jaune, on agite la suspension pendant 10 min 
et on separe la resine par filtration. On lave la resine Echangeuse 
'd'ions au moyen de plusieurs parties d'eau, et le filtrat et les pro- 
duits de lavage combines sont acidifies au pH 5,9 et lyophilises. On 
dissout 70 mg du produit de lyophilisation dans 10 ml d'acide acetique 
a 50?i, on 1' applique a une colonne de 2,5 x 114,5 cm de Sephadex G-15 
qui a ete e'quilibre au moyen d'acide acetique a 50* et on precede a 
l'elution avec le memo solvant a une vitesse d'ecoulement de 100 ml/h. 
La pointe maximum, detectee a 280 nm, centree a 245 ml, est recueillie, 
est diluee au moyen d'un volume d'eau et est lyophilisee pour donner 
54 mg. On dissout le peptide desalifie' (54 mg) dans 10 ml 0,2 M d'a- 
cide acetique, on 1' applique a une colonne de 2,5 x 105,0 cm de Sepha- 
dex G-15 qui a et4 equilibrE au moyen de 0,2 M d'acide acetique, et on 
precede a l'elution avec le mSme solvent a une vitesse d'ecoulement de 
100 ml/h. Les fractions correspondent a la pointe a 2,84 V Q sont recueil- 
lies et lyophilisdes pour donner 30 mg de 1£. 
jpf] £5.54,3 ( 0 0,287, acide acetique Vf°) 

AAA i Tyr, 1,071 Phe, 1,11; Gin, 1,03; Pro, 1,03; Arg, 0,99; Gly, 1.00; 
Asp, 0,98 

TLC i Ef A t 0,18; Rf 3 : 0,48; Ef 8 : 0,53 
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BEVEHDIC ATIOHS • 

1. |faM de la desamino-B-arginine8-vaao P ressine a effet antidiu- 
retique caracterise en ce *i»il repond a la formula 

ltep-Iyr-Phe-A-B-Cy8-Pro-D-arg-Gly-HH 2 W 
• 1 2 3 4 5 6 7 8 ^ 

dans labile Mep eat du 2-mercaptopropionyle et dans laquell. A et B 
sont de la glutamine (Gin) on de lUsparagine (Aan), A n'etant da la 
Sin que si B est de la Gin, a 1'exception, toutefois, de oe qui est pro- 
tege par le brevet principal beige n° 854-968. 

2. Derive de la vasopressins auivant la revendication 1, carac- 
teriae en ce que A est de V Aan et B, de la Gin. 

5 . Derive de la vasopressin suivant la revendication 1, carac- 
terise en ce que A eat de la Gin et B, de la Gin. & 

4 . Precede de preparation de derives de la deaamino-B-arginine - 
vasopressin a effet antidiuretique de la fonnule (l) 

Mep-Tyr-Fhe-A-B-Cys-Pro-D-Arg-Gly-KH 2 
1 2 5 4 5 6 7 8 9 

dans laquelle Hep est du 2-mercaptopropionyle et dans laquelle A et B 
sont de la glutamine (Gin; ou de l>as P aragine (Asn), A n'etant de la 
Gin que ai B eat de la Gin, a I'exception, toutefoia, de ce qui eat pro- 
tege par le brevet principal beige »• 854-968, ce precede etant caracte- 
rise en ce qu'on prepare graduellement, de facon connue en aoi, la a*- 
quence amino-aoide 

Uep(SH)-Tyr-Phe-A-B-Cya(SH)-Pro-D-Arg-Gly-NH 2 » 
1 25456 7 89 

dans laquelle Mep, A et B aont identiquea a ce qui a ete indique plus 
haut, et en ce qu'on oxyde enauite cette sequence amino-acide pour for- 
mer le derive de desamino-D-arginine8-vasopressine de la formula (I). 

5 . Precede suivant la revendication 4, caracterise en ce qu on 
effectue I'sxydation au moyen de ferricyanure de potassium en solution 
aqueuse au pH de 6,5 - 7« 

FERRING AB / 

P.P. BUGNIOlf S.A. 

Bruxelle s , Irf- Onovembre 19" 
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